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DE 198 47 690 A 1 

tBeschreibung 
idung beiriiTi ncuc Diagnose- und Therapicm6glichkeiien» die sich aus neucn, expcrimcniell ab- 
gesichcncn Erkennmisscn im Zusammcnhang mil dem Auflrcien von Procalciionin bzw. Procalcilonin-Teilpepiidcn bei 
5 Sepsis und sepsisahnlichcn schwcren sysicmischen Infekiioncn ableilen lieBcn. 

Aus den Paienien DE 42 27 454 bzw. HP 0 656 121 Bl bzw. US 5,639,617 isi es bekanni, daB die Bestimmung des 
Prohormons Procalciionin bzw. von sich davon ableiiendcn Teilpcpiiden in einem Serum oder Plasma eines Paiicnicn, 
bei dem ein Sepsisrisiko bestchi bzw. bei dem sepsistypische Krankheitserscheinungen festgesielll werden, ein wcnvol- 
les diagnosiisches Hilfsmiiiel zur Friihcrkcnnung, d. h. zur Erkennung von Infeklionen, die zu Sepsis fuhren konnen, und 
10 deren Abgrenzung von nichi-infekiiosen Aliologien, zur Erkennung des Schweregrads und zur iherapiebegleilenden Nfer- 
laufsbeuneilung von Sepsis und sepsisahnlichcn sysiemischen Infeklionen darsielli. Besonders wertvoll hai sich die ge- 
nannie Bestimmung zur differenlialdiagnosiischcn Unierscheidung von Krankheilserschcinungen, die auf sysiemischc 
mikrobielle Infeklionen zuriickzu fuhren sind, von andcren Krankheiiscrscheinungen nichl-infekiioser Aiiologie erwie- 
sen, die aufgrund ihres klinischen Erschcinungsbildes auf eine Sepsis hindeuien konmen. jedoch in Wirklichkeil nichl 
15 auf eine sysiemischc mikrobielle Infekiion zuriickzu fuhren sind, z. B. von Krankheiiscrscheinungen, die auf nichl-in- 
fekliose Eniziindungen cinzelncr Organc, auf posioperaiive AbsioBungsreaktionen oder Krebserkrankungcn zuruckzu- 
fiihren sind. Auch kOnnen sysiemischc Eniziindungen von lokalen abgegrenzl werden. 

BezUglich eines Uberblicks uber den jungeren Erkenntnissiand wird verwiesen auf W. Karzai el al. in Infection, Vol. 
25 (1997), 6, S. 329-334 und die darin zilierie bzw. erwahnlc wcilere Fachliieraiur. 
20 Procalcitonin isi bekannigeworden als Prohormon von Calcitonin, und seine voll standi ge Aminosauresequenz isl seil 
. langerem bekanni (FEBS 167 (1984), S. 93-97). Procalcitonin wird unter nonnalen Umslanden in den C-Zellen der 
Schilddriise produziert und dann spezifisch in das Hormon Calcitonin sowie die weiteren Teilpeptide Katacalcin und ei- 
nen Nterminalen Rest aus 57 Aminosauren ("Aminoprocalcitonin*') gespalten. 

Da bei Sepsis stark erhohte Procalcilonin-Spiegel auch bei Patienten beobachtet werden, denen die Schilddriise vdllig 
25 enifemt wurde, mufiie der SchluB gezogen werden, dafi das im Blui von Sepsispaiienten nachweisbare Procalciionin au- 
fierhalb der Schilddriise gebildet wird, wobei beziiglich der Organe bzw. Zellen oder der Gewebe, die fur die Procalcito- 
nin-Produkiion bei Sepsis beslimmend sind, in der Fachliieraiur unierschiedliche >A£nnutungen, die leilweise durch ex- 
perimenlelles Material gesiiilzl wurden, geauBert wurden. 

Was die Natur des bei Sepsis als "Procalciionin" bestimmten Peptids angeht, so wurde zwar in den o. g. Paten len von 
30 Anfang an klargestelll, daB das bcstimmie Peptid nicht vollig mil dem bekannten Procalcilonin-Pepiid vqller Lange iden- 
tisch sein muB, das in den Schilddriisen als Calcitonin-Vorlaufer gebildet wird. Die Frage, ob sich das im Falle von Sepsis 
gebildete Procalcitonin von dem in den Schilddriisen gebildeten Procalcitonin unierscheidel, blieb jedoch bisher unge- 
idan. Als mogliche Unterschiede waren posltranslationale Modifikationen des bekannten Procalcitonins wie Glykosylie- 
rungen, Phosphorylierungen oder Verandeningen der Primarsiruktur denkbar, jedoch auch modifizierte, verkvirzte oder 
35 verlangene Aminosauresequenzen. Da die bisher angewandten analytischen Bestimmungsverfahren keine Unierschiede 
zwischen dem als Calcitonin- Vorl^ufer bekannten Procalcitonin imd dem bei Sepsis gebildeten Procalcitonin ericennen 
UeBen, wurde vorlaufig allgemein davon ausgegangen, daB das bei Sepsis gebildete Procalcitonin mit dem Calcitonin- 
Vorlaufer identisch ist und somit ein Peptid mit der bekannten Procalcilonin-Sequenz von 116 Aminosauren (Procalcito- 
nin 1-116) darsiellt. 

40 Wie die nachfolgend im experimentellen Teil dieser Anmeldung genauer erlauterten Bestimmimgen im Labor der An- 
melderin ergeben haben, unierscheidel sich das bei Sepsis gebildete Procalcitonin jedoch zwar geringfugig, jedoch signi- 
fikant von dem in der Schilddriise gebildeten vollstandigen Procalcitonin 1-116. Aus den festgeslellten Unterschieden 
ergaben sich dann eine Reihe von wissenschafllichen SchluBfolgerungen, die in neue diagnostische und therapeudsche 
Verfahren, darin verwendbare Substanzen bzw. weiterverfolgbare wissenschafUiche Ans^tze umgesetzt werden konnten. 

45 Ausgangspunkt fur den in der vorliegenden Patentanmeldung offenbarten Erfindungskomplexes ist die uberraschende 
Erkennmis, daB das bei Sepsis und sepsisahnlichcn systemischen Infeklionen im Serum von Patienten in veigletchsweise 
hohen Konzentrationen nachweisbare Procalcitonin nicht das vollsiandige Procalcitonin 1-116 mil 1 16 Aminosauren ist, 
sondem ein am Aminoierminus um ein Dipepdd verkiirzles, ansonslen jedoch idenlisches Procalcitonin mit einer Ami- 
nosauresequenz von nur 114 Aminosauren (Procalcitonin 3-116). 

50 Das gegeniiber dem vollstandigen Procalcitonin fehlende Dipeptid weist die Slniktur Ala-Pro auf. Das Fehlen eines 
Dipeptids mil einem Prolinrest als zweilc Aminosaure des Amino-Terminus des vollstandigen Procalciioninsequenz gab 
AnlaB zu der Vennutung, daB bei der Erzeugung des bei Sepsis nachweisbaren Procalcitonins 3-116 eine bestimmte Pep- 
tidase eine Rolle spielt, und zwar die sogenannte Dipeptidyl-(Aniino)-Peptidase IV (DP IV oder DAP IV bzw. CD26), 
Uber die SpezifitSl der genannien Dipeptidyl-Aminopeptidase IV exisden eine umfangreiche Literatur, die zusammen- 

55 gefaBt isi in dem Buch von Bemhard Fleischer, "Dipeptidyl Peptidase IV (CD26) in Metabolism and the Immune Re- 
sponse", 1995, Springer-Verlag, Heidelberg. (ISBN 3-40-60199-6). Hervorstechende Eigenschafl der Dipeptidyl-Ami- 
nopeptidase IV ist es, von Peptiden am Aminoierminus Dipeptide der Struktur Xaa-Pro sowie auBerdem Xaa-Ala abzu- 
spalten. Die Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (nachfolgend wird normalerweise die Abkiirzung DAP IV verwendet) stelll 
ein Membranprotein mit einer kurzen hydrophoben N-terminalen Sequenz dar und wird in unlerschiedlichen Geweben 

60 produziert. Es gibi Erkenninisse, daB Dipepiidyl-Aminopeptidase IV T-Lymphozyten aktivieren kann und somit Teil ei- 
nes "aliemativen Wegs" der T-Zeliakuvierung ist. 

Zur Bestimmung einer mdglichen Rolle der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV im Rahmen von systemischen Infektionen 
bzw. von Sepsis haben die Erfinder daher experimeniell gepriifi, ob eine Korrclation der physiologischen DAP IV Kon- 
zenu-auonen mil dem Nachweis einer Sepsis moglich ist, und aus den erhallenen Eigebnissen, die eine derartige Korre- 

65 lation zeigten, wurde der SchluB gezogen, daB das Auftreien hoher Procalcitonin-Konzentrauonen bei Sepsis und syste- 
mischen Infektionen eng mil einer gegeniiber einem gesunden Normalzustand modifizienen Dipeptidyl-Aminopeptidase 
IV-Aktiviiat verkniipfl isl. In einem weiteren FolgeschluB wurde dann postulien, daB diese modifizierte DAP IV Aktivi- 
lal m5glicherweise nicht nur zu der bekannten Erhohung der Procalcilonin-Spiegel in Patientenscren fuhn, sondem daB 
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* in ahnlichcr Wcisc aiicj^^ohic Kon/xniraiioncn andcrcr Prohormone mcBbar scmJ||nntcn, so daB die Bcsiimmung dcr- 
anigcr Prohormone ci j^^glichc Allcmaiivc zur Procalciionin-Bcsiimmung (i^B bzw. gecigncl isi, die Procalciio- 
nin-Bcsiimmuno in EiiWallcn zu crganzcn oder in diagnosiisch signifikamer ^^^wciler abzusichcm. 

Die Erkenninis, daB bei Sepsis nichi das vollsiandige Procalcilonin 1-116 im Scrum von Palienien gcfunden wird, 
sondem cin verkurzics Procalcilonin 3-116. isi schlieBlich auch von poieniiellem Imeresse fur die Sepsis-Thcrapic. In ei- 5 
ncm Anikcl von Eric S Nylen el al., Crii Care Med 1998, Vol. 26. No. 6, S. 1001-1006 werden experinienielle Befundc 
beschriebcn, die darauf hindeulen, daS das bei Sepsis aufiretcnde Procalcilonin nichl nur ein diagnosiisch wichiiger Mar- 
ker isu der z. B. als Sioffwechscl-Abfallprodukl enisiandcn isi. sondem in einem infekiios bedingien Enizundungsge- 
schchen cine akiivc RoHc als Mediator zu spielcn scheinu indem Procalcilonin eine Enizundungsrcaklion aufrcchicrhal- 
len und versiarken kann. Diese Rolle von Procalcilonin wird gegenwanig konirovers diskulien, und die bckanni gewor- lo 
denen Versuchsergcbnisse ergeben kein einheilliches Bild. 

Die o. g. Erkennmis, daB bei Sepsis ein am Aminoierminus urn zwci Aminosauren verkurzles Procalcilonin aufiriil, 
legl nunmchr die Vermulung nahc, daB das Procalcilonin, das im Falle von Sepsis und anderen enizUndlichen sysiemi- 
schen Infekiionen eine aklive Rolle spiclL dieses vcrkurzie Procalcilonin 3-116 sein durfie, und daB Uniersuchungen, die 
mil dem Procalciloninpeplid voller Lange durchgefuhri wurdcn, u. a. aus diesem Grunde abweichende oder wider- 15 
spriichliche Ergebnisse licfcnen. Es isi durchaus bckanni, daB viele physiologisch aklive Peptide durch Spallung, z. B. 
eine einleiiende Abspallung eines kurzcn Peplidrests. in ihre eingenlliche aklive Form uberfiihn werden. Ein bekannies 
Beispiel ist Angiotensin, bei dem aus dem nichtaktiven Angioiensinogen mil 14 Aminosauren, durch sukzessi ve Abspal- 
lung ersi eines Tetrapepiids und dann eines Dipeplids sowie schlieBlich ciner einzelnen Aminosaure Peptide mil erheb- 
lich unierschiedlichen physiologischen Akiivitaien gebildel werden. DaB relativ geringfiigige Modifikationen am N-Ter- 20 
minus von physiologisch akiiven Pepiiden, auch unler EinfluB von DAP IV, im Rahmen des Immungeschchens eine 
Rolle spielen und zur erheblichen Akliviiaisveranderungen bei den enlsprechenden Peptiden fiihren konnen, wird durch 
eine Reihe von Veroffenllichungen aus der jungslen Zeil unlerslrichen, in denen jedoch keine Beziehung zu sepiischen 
Krankheiisgeschehen hergeslelll wird (vgK z. B. J Immunol 1998, Sept. 15, 161(6): 2672-5; Biochemistry 1998, Sept. 8, 
37(36): 12672-80; FEES Lett 1998, Juli 31, 432 (1-2): 73-6; J Biol Chem 1998, Marz 27; 273 (13): 7222-7; J Exp Med 25 
1997,becl; 186(11): 1865-72). 

Geht man davon aus, daB Procalcilonin 3-116 akliv an einem Enlzundungsgeschehen beieiUgt ist und fur dieses ver- 
kiiizie Procalcilonin spezifische molekulare Rezepioren oder ahnliche spezifische Binder existieren, eroffnen sich neue 
therapeuiische Moglichkeiten zur Beeinflussung des Verlaufs einer Sepsis unier Einsatz des Procalcilonins 3-116 bzw. 
von Agonisien und Aniagonisien, die mit den Rezeptoren fiir das Procalcilonin 3-116 wechselwiriccn und damil die von 30 
diesem ausgelosten physiologischen Reaklionen und damil auch ein Enlzundungsgeschehen beeinflussen konnen, Auch 
der Einsalz von spezifischen Bindem von Procalcilonin 3-116, z. B. selekiiven Antikorpem, slellt einen iherapeutischen 
Ansatz dar, der durch die hierin vermittelten Erkenntnisse eroffnei wird. 

SchlieBlich ergibl sich aus der Rolle, die die Dipeptidyl-Aminopeplidase IV bei der Generiening des Procalcilonins 
3-116 bei Sepsis und syslemischen Infektionen zu spielen scheint, die weiierfuhrende Folgerung, daB eine Sepsis oder 35 
ein sepsisahnliches Enlzundungsgeschehen auch dadurch iherapeutisch beeinfluBl werden kann, daB man die fiir die 
Freisetzung von Procalcilonin 3-116 veranlwortliche Dipeptidyl-Aminopeplidase IV in ihrer Wirkung bceinfluBi, indem 
man sic z, B. durch geeignete seleklive Binder, Antikorper oder ahnliche Rezeploren-Molekiile blockiert. 

Es ist Ziel der vorliegenden Paientanmeldung, die sich aus den obigen neuen Erkenninissen und daraus abgeleileten . 
SchluBfolgerungen ergebenden neuen lechnischen Lehren patenirechtlich abzusichem, soweit diese unler Beriicksichti- 40 
gung des derzeiligen Erkenninisstandes einem PatentschuU zugangiich sind. 

Die beigefuglen Paientansprliche fassen derartige schutzfahige Lehren vorlaufig zusammen. Weitere schutzfahige 
Lehren konnen sich fiir den Fachmann aus dem Gesamllexl der vorliegenden Anmeldung unler Beriicksichtigung der im 
experimentellen Teil angefiihrten Versuchsbedingungen und Versuchseigebnisse sowie den zugehorigen Erlaulenmgen 
eigeben. Die Beanspruchung derartiger Lehren durch zusaizliche Anspriiche bleibt ausdriicklich voibehalien. 45 

Nachfolgend wird unler Bezugnahme auf mehrere Diagramme ausgewahltes experimenielles Material voigelegt, das 
die neuen Erkenntnisse untermauen bzw. das fUr die Richligkeit der daraus abgeleileten Annahmen sprichl. 

In den Figuren zeigen: 

Fig. 1 die Ergebnisse einer PVocalcilonin-Isolierung und Aufreinigung per HPLC aus einem Mischscrum aus gesam- 
mellen Seren von verschiedenen Patienten mil schwerer Sepsis; . 

Fig. 2 die Ergebnisse einer massenspektroskopischen Uniersuchung deijenigen Fraklionen des Mischserums aus Fig. 
1 , die eine hohe Procalcitonin-Immunreaktiviiai aufwiesen; 

Fig. 3 Ergebnisse der Besiimmung der Enzymakiiviial von Dipepiidyl-Aminopeptidase IV in sepiischen Seren und 
Normalseren; sowie 

Fig. 4 die Ergebnisse der Besummung von Procalcilonin in sepiischen Seren und Normalseren in Gegeniibersiellung 55 
mil Ergebnissen der Besiimmung eines weileren Prohormons, namlich pro-Gastrin-Releasing-Pepdde (proGRP), in den 
gleichen Seren. 



EXPERIMENTELLER TEIL 
A. Isolierung und Charakierisierung des endogenen Procalcilonin-Peptids aus Seren septischer Patienien 



60 



Durch Vermischen von Serumproben von verschiedenen Patienten mil schwerer Sepsis wurde ein Mischserum mit ei- 
nem Gesamlvolumen von 68 ml hergeslelll. Die Procalcilonin- Konzentraiin in dem erhalienen Mischserum wurde mil 
Hilfe eines kommerziellen Procalcilonin-Assays (LUMItesi PCX B.R.A.H.M.S Diagnosiica) zu 280ng/ml (Gesami- 65 
menge 19|ig) ermitieli. Das Mischserum wurde mil einem gleichen Volumen eines Puffers (68 ml; lOmM EDTA, 
1 mg/ml Maus-IgG, 2 mg/ml Schaf-IgG, 2 mg/ml bovines IgG, 0,1 mNol Leupepiin, 50 ^M Amasiaiin in PBS) ver- 
mischl, und das in der Probe enlhaltene Procalcilonin wurde affiniiatschromatographisch isoliert und gereinigi. 
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Hierzu wurdc die g^^ic Mischprobe bci ciner DurchfluBrale von 0,5 ml/muM^rmal hinicrcinander uber cine Affi- 
nitatssaulc (0.5 x 1 cj^B|ii-Calciionin-AnLik6rper« gcbunden an Carbolink de^^Ba Pierce, Procalcitonin-Bindckapa- 
ziiai ca. 20 pg) gcpui^BKnschlieBend wurde die Saule mil 30 ml PBS gewasclSl^d das gebundenc Pepiid wurdc mil 
Hilfe von 50 mM Essigsaurc (pH ca. 2,0) cluieri. Der SaulenausfiuB wurde konlinuierlich auf Absorption bei 280 nm 
5 uberwachi, und die von der Essigsaurc eluiene Protein fraklion wurde aufgefangen (Endvolumen 2.0 ml). 

Das auf dicse Weise gesammelte Material wurde uber Umkehrphasen-HPLC an einer rpCig-Saule \x Bondapak 0,4 x 
30 mm (Firma Waters) gereinigl. Die DurchfluBgeschwindigkeii beirug 1 rnVmin. Laufmiliel und Eluiionsbedingungen 
sind der folgenden Tabelle 1 zu eninehmen. 

10 Tabelle 1 : Eluiionsbedingungen rp-HPLC Procalciionin 



Laufmittel A: 5 % Acetonitril 
20 mM NH^-Acetat 
15 Laufmittel B: 90 % Acetonitril 

20 mM NH^-Acetat 
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Der SaulenausfiuB wurde konlinuierlich auf seine Absorption bei 214 nm vermessen und in Fraktionen von 0,25 ml 
gesammell. Mil Hilfe eines handelsubliche Procalcilonin-Assays (LUMIlesl PCT, B.R.A.H.M.S Diagnostica) wurden 
diejenigen Fraktionen besdmmt, in denen eine PCT-Immunreaktivitat nachweisbar war. Es zeigle sich, daB die Haupt- 
Immunreaktivit^ in der 51. Fraktion als scharfe Bande eluiert wurde. AuBerdem wurden heterogen zusammengesetzte 
30 Proteinfraktionen mil geringeren PCT-Immunreaktivitaien in den Fraktionen 39 bis 49 erhalten. 

Fig. 1 zeigt die ermitielte PCT-Immunreaktivitat (ausgedriickt als ng PCT/ml) fiirdie einzelnen gesammellen Fraktio- 
nen der rp HPLC-Chromatographie, uberlagert einef Kurve, die die optische Dichte (OD) der eluienen Fraktionen dar- 
stellt. 

Alle Fraktionen, die eine posidve Procalcilonin-Immunreakti vital aufwiesen, wurden durch Begasen mil Stickstoflfge- 
35 trocknet. AnschlieBend wurden die Proben massenspekirometrisch analysiert und einer N-lerminalen Sequenzierung un- 
lerworfen. 

Bei der massenspektrometrischen Unlersuchung (MALDI-TOF-Meihode) wurde fiir die Fraktionen 50-52 das in Fig. 
2 gezeigie Profil erhalten, aus dem sich eine Molmasse von 12640 +15 eigab. Samtliche anderen massenspekirometrisch 
. uniersuchien Fraktionen (36-49, 53-59) eigabcn heterogene Massenverteilungen mil Molmassen <12640. Ihre Einzel- 
40 masse ergab im Vergleich zur Iniensilat der Masse der Fraktion 50-52 eine Intensitat von <2%. Damit wurde nachgewie- 
sen, daB die Procalcitonin-Immunreakti vital in Seren von Sepsispatienten mil einer Masse von 12640±15 assoziiert isi. 
Keine der gewonnenen Fraktionen wies eine hohere Masse auf. 

Die in den Fraktionen 36-59 enthaltenen Peptide wurden einer N-lerminalen Sequenzierung unlerworfen. Auch hier- 
bei erwies sich der Inhalt der Fraktionen 36-49 und 53-59 als heterogen, d. h. es wurde eine ^elzahl von unterschiedli- 
45 chen N-Termini eimitielt. 

Fur die Fraktion 50-52, in denen die uberwiegende Procalcitonin-Immunreakti vital zu finden war, ei^ab sich, daB die 
darin enthaltenen Peptide eindeutig folgenden N-Terminus (15 Aminosauren) aufwiesen: 
Phe Arg Ser Ala Leu Glu Ser Ser Pro Ala Asp Pro Ala Thr Leu 

Das Peptid aus den Fraktionen 50-52 wurde anschlieBend mittels Protease Glu-C bzw. Trypsin verdaut, die entstande- 
50 nen Fragmente wurden auf an sich bekannte Weise uber SMART-HPLC gewonnen und anschlieBend massenspektrome- 
tiisch und sequenzanalytisch untersucht. 

Es wurde eine Sequenz erhalten, die vollslandig mil der Sequenz der Aminosauren 3-116 des bekannien Procalcito- 
nins 1-116 iibereinstimmte. Die iheoretische Masse dieser Sequenz beirug 12627, was mil der massenspekirometrisch 
ermittelten Masse von 12640±15 iibereinstimml. 
55 Damit wurde nachgewiesen, daB im Blui von Sepsispatienten ein Procalcitonin-Pepiid ziikulien, das 114 Aminosau- 
ren umfaBt und als Procalciionin 3-116 zu bezeichnen isl. Das Peptid isi nichl durch posttranslationale Modifikationen 
wie Phosphorylierungen oder Glykosylierungen verandert. 

Das Procalciionin 3-116 wurde bisher in der wissenschaftlichen Literatur noch nicht als mogliches endogenes Procal- 
citonin-Teilpeptid diskutiert, und es besiand daher bisher fur den Fachmann auch noch keinerlei Veranlassung, dieses 
60 Peptid geziell herzustellen und auf seine Eigenschaften zu untersuchen. Die obigen Befunde liefenen nunmehr jedoch ei- 
nen AnlaB zur gezielten Herstellung des genannten Procalciionin 3-116 nach gentechnologischen Techniken. Seine Her- 
stellung wird nachfolgend beschrieben. 

B. Klonierung, Expression und Aufreinigung von rekonibinantem Procalciionin 3-116. 

65 

1. Klonierung 

Die fur Procalciionin 3-116 (nachfolgend abgekurzi PCT 114) codierenden DNA-Fragmenle wurden unter Anwen- 
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dung cincr PCR-AmpUj^ion mil Hilfc gccigncier Oligonuklcoiidprimcr aus j|^|ri humancn Schilddriiscn-cDNA- 
Pool isolicn. Das gcwi^^Bc Fragmenie wurde miiiels gangigcr Meihoden (Aus^^Bvl. Brenl R, Kingston RE, Moore 
DD, Seidman JG, Smi^WT, und Slruhl K (1991), Currcni Protocols in MolecujIWiology, John Wiley & Sons, New 
York) klonicn, und die korrekie Nuklcotidsequcnz wurde durch DNA-Sequenzierung und Vergleich mil der bekannien. 
fur Procalcilonin codierendcn DNA-Sequenz verifizieri. 5 

Fur die Expression der fur PCT 114 codierenden cDNA wurde ein Vekior verwendet, der neben einem T7-Promotor 
cine Region enihalu die fiir das Signalpepiid des sog. pelB-Proieins codieri. Dieses pelB-Signalpepiid soigi dafur. daB 
ein nach Klonierung und Expression enisiandenes Fusionsproiein durch die cyloplasmaiische Membran der fur die Ex- 
pression vcrwcndeien Wirtzellen in den periplasmalischen Raum transponien wird. Bei diesem Transponvorgang wird 
gleichzeiiig das N-ierminale Signalpepiid durch eine membransiandige Signalpeplidase abgetrennl (Stader JA und Sil- 10 
havy TJ (1990), Engineering Escherichia coli to secrete heterologous gene products. Methods Enzymol. 185, 166-187). 
Diese Vorgchensweise garaniicrt, daB das gefundene Expressionsprodukl exaki die gewiinschie Sequenz aufweisi. Bei 
dieser Vorgchensweise fehli das bei anderen Meihoden zur Expression noiwendige N-terminale Melhionin. 

Nach der Klonierung der cDNA fiir PCT 1 14 in einen Vekior der genannien An und der Transfomiierung von E. coli 
mil diesem Vekior wurde Procalcilonin 3-116 exprimien. Die periplasmatische Fraktion mil dem exprimienen Procaici- 15 
lonin 3-116 wurde auf an sich bekannic Weise isolien (Neu HC und Heppel LA (1965), The release of enzymes from 
Escherichia coli by osmotic shock and during the formation of spheroblasls, J. BioK Chem. 240, 3685-3692). Nach eincr 
Zenirifugierung (100.000 g, 30 min. 4*^0) und Filtration des flussigen Uberstands (0,2 \im) wurde das erhallene Filirai 
durch Anionen-Ausiauschchromatographie aufgeu-enni. Die Fraklionen mil Procalciionin-Immunreakliviiat wurden ver- 
einigl und iiber Umkehrphasen-HPLC aufgereinigl, wie im Zusammenhang mil der Isolierung von PCT 3-116 aus sep- 20 
tischen Seren beschrieben wurde. 

Alle Fraklionen mil Procalcitcnin-Immunreakti vital wurden vereinigt und iyophilisien. Wie eine Oberpriifung des 
Materials mittels SDS-PAGE ergab, war das so gewonnene Material zu mindestens 95% sauber. 

Die Idenliiai des exprimienen und aufgereiniglen Peplids als Procalcilonin 3-116 wurde durch Massenspektrometric 
und Sequenzanalysc bestaiigi. 25 

Das erhallene rekombinanle Procalcilonin 3-116 siellt ein neues rekombinanies Peptid dar und kann in dieser Form 
zur Hersiellung von Immunreagenzien verwendet sowie auf seine Eignung als Therapeulikum bzw. auf seiner Fahigkeit, 
im Sinne der o. g. Verdffenllichung (Eric S Nylen, a.a.O.) prophylaklisch und iherapeudsch zu wiiken, untersucht wer- 
den. 

Zur Hersiellung von Kalibratoren fur PCT- Assays wurde das oben fiir die genlechnologische Hersiellung von Procal- 30 
cilonin 3-116 beschriebene Verfahren in im wesentlichen idenlischer Form auch zur Hersiellung des voUslandigen Pro- 
calcilonins 1-116 und des Procalcilonins 2-1 1 6 eingeseui. 

C. Ermiltlung der Dipeplidyl-AminopepUdase IV (DAP IV)-Aklivital in humanen Normalseren bzw, Seren von Paiien- 

ten mil schwerer Sepsis 35 

Jeweils 20 Serumproben von gesunden Normalpersonen sowie von Sepsispalienlen wurden auf ihre fiir Dipeptidyl- 
Aminopeplidase IV-spezifische Enzymakti vital untersucht. Die DAP IV-Enzymaklivitat wurde auf an sich bekannte 
Weise fluoromeirisch unter Verwendung von Lys-Pro-4-Methoxybeta-naphlhylamid vermessen. Dazu wurden jeweils 2 
|il des zu iiberpriifenden Serums mil 3 ml Subsu-at (50 pg/ml Lys-Pro-4-Melhoxybela-naphylamid, 50 mM Tris/HCl, pH 40 
7,5) vermischt, und die aufiretende Fluoreszenz wurde koniinuierlich unter Anregung mil Lichl einer Wellenlange von 
340 nm bei einer Emissionswellenlange von 410 nm gemessen. Das Fluoreszenzsignal wurde mittels einer 4-Methoxy- 
naphthylamin-Losung kalibrien. Die auf diese Weise ermitlelte Enzymaklivital wird in nmol/-min angegcben. 

Die erhaltenen Eigebnisse sind Fig. 3 dargestellt. 

Es isl klar zu erkennen, dafi die DAP IV-Enzymaktiviial in den Sepsis-Seren deullich niedriger liegl als in den Seren 45 
von gesunden Normalpersonen (Blulspenderseren). Damit ISBt sich die Beslimmung der DAP IV-Enzymaktivitat im 
Plasma oder Serum auch zur Ericennung von Sepsis in Palienienseren heranziehen. 

Die bei Sepsis deullich emiedrigte Plasmakonzentration an DAP IV kann einerseils als Beleg dafiir angesehen werden, 
daB DAP IV an einem Sepsis-Geschehen milbeteiligl isl. Andererseils deuien die Eigebnisse darauf hin, daB es nicht die 
Konzeniralion an DAP IV im Plasma sein kann, die fiir die Bildung von Procalcilonin 3-116 veraniwonlich ist. Die er- 50 
haltenen Ergebnisse legen vielmehr den SchluB nahe, daB Procalcilonin 3-116 durch gewebs- bzw. zellgebundene DAP 
IV, mSglicherweise inirazellular, gebildel und aus Procalcitonin-erzeugenden oder speichemden Zellen freigeselzi wird. 

Die der Lileraiur eninehmbare Infoimalion, daB DAP IV von akdvierten T-Zellen exprimiert wird, (vergleiche Hegen 
und Oravecz, Protein-Reviews on the WEB; Fleischer, a.a.O.) deulet auf einen engen Zusammenhang zwischen der Ex- 
pression von DAP IV und dem Akiivierungszusiand des Immunsysiems hin, das bei einer sepiischen syslemischen In- 55 
feklion exirem belastel isl und daher typische Reaklionen zeigt, die sich u. a. in einer slark erhohten Procalcilonin 3-116 
Bildung auBem. 

Abgesehen von den sich aus den obigen Befunden eigebenden Moglichkeiten, DAP IV im Rahmen der Sepsis-Dia- 
gnose zu beslimmen, konnen die obigen Ergebnisse auch darauf hindeuien, daB die bei einer Sepsis kaskadenanig ab- 
laufenden Vorgange durch DAP IV-Hemmsioffe iherapeuiisch zu beeinfluBi werden konnen, wodurch es moglich sein 60 
kbnnie, die Freiseizung von Procalcilonin 3-116 sowie anderen Hormonen oder konvertierten Prohormonen unier Sepsis 
zu verhindem oder zu vermindem, so daB pathologische Konsequenzen dieser Prohormonfreisetzung vermindert oder 
vermieden werden konnen. 

D, Beslimmung der Konzeniraiionen anderer Prohormone als Procalcilonin bei Sepsis am Beispiel der Bestimmung von 65 

proGRP 

Die Taisache, daB bei Sepsis nicht das vollsiandige Prohormon Procalcilonin, sondem das urn ein Xaa-Pro-Dipeplid 
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verkiimc Prohormoi^fc^escizi wird. sowie die Fcsisiellung, daB DAP IV inj^Bhmen eines Sepsis-Gcschchcns einc 
Rolle zu spiclcn sch(^^Hhne zu dcr Hypoihesc, daB bei Sepsis nichi nur Prod^^Biin 3-116 freigeseizi wird, sondem 
daB Procalciionin cin Vcrireicr aus einer ganzen Gmppe von ProhomT^rcn oder ahnlichen Pepiiden, 2. B, sol- 

Chen mil immunmodulaiorischen Eigenschafien, isl, die bei Sepsis in erhohiem Mzifie und vennullich in konveriiencr 

5 Form freigeseizi wcrden, moglichcrweise unier dem EinfluB ciner veranderten DAP IV-Akiiviiai. 

Eine Uberpriifung bekannier Prohormone und der fiir diese Prohormone der Liieraiur enlnehmbaren Aminosaurese- 
quenzen zeigte, daB latsachlich bei den meisien bekannten Prohormonen am Aminoterminus cin Dipeptid zu iinden isl, 
dafi als Xaa-Pro definien werden kann und das daher in einem ahnlichen Sinne, wie beim Procalciionin beobachiei, von 
DAP IV abgespalien werden kann. Im einzelncn finden sich am Aminoierminus sehr vieler Prohormone oder Immunmo- 

10 dulaioren Dipepiide des genannien Typs. Die nachfolgende labellarische Ubersichl uber Lileralurdaien gibi eincn Uber- 
blick iiber einige ausgewahlie Prohormone bzw. Immunmodulaioren, das bei diesen zu am Ami no-Terminus zu findende 
Dipepiid sowie ihre Gesamlzahl der Aminosauren. 

Die in dcr Tabelle 2 aufgefuhnen Prohormone siellen Beispiele fiir Prohormone dar, deren Konzeniraiionen bei Sepsis 
erhohl sein konnen, ohne daB die Aufzahlung als erschopfend anzusehen isl. Bei den Immunmodulaioren isi mit einer 

IS Beeinfiussung der Akliviiat durch Abspaltung eines Dipepiids zu rechnen. 

Tabelle 2 

Pro-Hormon/ Dipeptid am Gesamtzahl 

iTiimunmodulator N-Terminus aller Aminosauren 





pro-Endothelin-1 


Ala 


Pro 


195 


25 


pro-Brain-Natriuretic- 
Peptide (pro-BNP) 


His 


Pro 


108 




pro-Atrial -Natriuretic- 
Peptide (pro-ANP) 


Asn 


Pro 


128 


30 


pro-Leptin 


Val 


Pro 


146 


pro -Neuropeptide Y 


Tyr 


Pro 


69 




pro- Somatostatin 


Ala 


Pro 


92 




pro -Neuropeptide YY 


Thr 


Pro 


69 


35 


Interleukln 6 


Val 


Pro 


183 




Interleukin 10 


Ser 


Pro 


160 




pro-Gas trin- Releasing 
Pep t id (proGRP) 


Val 


Pro 


115 


40 


pro - Opi ome 1 anocor t in 


Trp 


Cys 


241 




pro- Adrenomedul 1 in 


Ala 


Arg 


164 




Procal c i t onin ( PCT ) 


Ala 


Pro 


116 



45 Die bisherigen experimentellen Befunde deuten auf die Moglichkeit bin, dafi unter dem EinfiuB DAP VI bei den kom- 
plexen. physiologischen Reaktionen des Immunsysiems, wie sie bei einer systemischen Infektion wie Sepsis ablaufen. 
Prohormone und/oder Peptid-Immunmodulaloren wie Interleukine unter Abspaltung von Dipeptiden am Amino-Termi- 
nus freigeseizi und moglichcrweise in ihre physiologisch akiive Form iiberfuhn werden, die durch Wechselwirkung mit 
zugehorigen spezifischen Rezeptoren oder anderen Bindem weitere Folgeschritte in der Kaskade einer Immunantwort 

50 auslosen. 

Wenn eine deraitige Annahme richiig ist, konnten bei Sepsis auch die Konzentration anderer Prohormone als Procal- 
ciionin signifikant erhohl sein. 

Es wurde daher parallel zu einer Procalciionin>Bestimmung in Normalseren und Seren von Sepsis-Patienten auch die 
Beslimmung eines weiieren, eher willkiirlich ausgewahllen Prohormons, namlich des pro-Gastrin-Releasing Peptide 
55 (proGRP) durchgefuhrt, fiir dessen Beslimmung ein Assay im Handel ist und das in einer jungeren VerofFenllichung als 
Tumormarker beim kleinzelligen Bronchialkarzinom beschrieben wird (Petra Slieber el al. J Lab Med 1997, 21(6): 
336-344). Ein Assay zur Beslimmung von ProGRP. wird von der Tonen Corporation unter der Bezeichnung ProGRP 
ELISA KIT™ im Handel angeboten. 

Unter Verwendung dieses Kils wurden unter Einhallung der Arbeilsweisen, die in den Gebrauchsinformationen des je- 
60 weiligen kommerziellen Kits vorgeschrieben wurden, die in Fig. 4 dargestelhen MeBei^ebnisse erhalten. 

Ein Veigleich der fur Procalciionin einerseils und ProGRP andereneiis ertialtenen Wene zeigi, dafi bei Procalcitonin 
die Unlerscheidung zwischen Normalseren und Sepsis-Seren zwar eindeuliger isl, dafi aber die ProGRP-Konzentratio- 
nen in weilgehend ahnlicher Weise erhoht ist wie die von Procalcitonin. 

Eine ahnliche Priifung z. B. der anderen Prohormone und Peplid-Immunmodulatoren der o. g. Aufstellung kann soforl 
65 zeigen, welche der aufgefuhnen Substanzen bei Sepsis ahnlich wie PCT erhoht sind. Die genannie Priifung ist angesichts 
der hierin ofTenbarten Ergebnisse als RouiinemaBnahme anzusehen, und wenn deranige Priifungen zu posiliven Eigeb- 
nissen fiihren, wurde von der Lehre der vorliegenden Anmeldung Gebrauch gemachi. 
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• Patcnianspruchc 
uialdiagnosiischcn Frlihcrkcnnung und Erkennung, ^Kuneilung dcs Schwcrcgrads und 
zur ihcrapiebcglcitcndcn Vcrlaufsbcuneilung von Sepsis und schweren Infeklionen, insbesondere sepsisahnlichen 
sysiemischcn Infeklionen. dadurch gekennzeichnet, daB man in einer Probe einer biologischen Flussigkeit eincs 
Paiienicn den Gehahs mindesiens eines Pepiid-Prohornions, das nichl Procalcilonin isi, und/odcr eincs sich davon 
ableiienden Tcilpcpiids, das nichl das aus dcm Pepiid-Prohormon erhaliliche eigenihche Hormon isu besiimmi und 
aus der fcsigesiellien Anwcscnheil und/oder Menge des besiimmien Prohonnons auf das Vorhegen einer Sepsis 
Oder sepsisahnlichen sysiemischcn Infekiion, ihren Schwcregrad und/oder den Erfolg einer iherapeulischen Be- 
handlung schlieBl. . . 
2 Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB das Pepiid-Prohormon ausgewahlt isi aus pro-Gasinn- 
Releasine Pepiid (proGRP), pro-Endoihelin- U pro-Brain-Nairiureuc-Peplid (pro-BNP), pro-Alrial-Nairiuretic -Pep- 
lid (Pro-ANP), pro-Lepiin, pro-Neuropepiid-Y, pro-Somatosiatin, pro-Neuropepiid-YY, pro-Opicmclanoconin 
Oder pro-Adrenomedullin. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 odcr 2» dadurch gekennzeichnet, daB durch die Besiimmung ein Teilpep- 15 
lid erfaBl wird, das sich von dem bekannlen vollsiandigen Prohormon -Pepiid durch das Fehlen eines solchcn Dipcp- 
tids am Amino-Terminus unierscheidei, wie es von der Dipeptidyl-Aminopepiidase IV (DP IV oder DAP IV oder 
CD26) vom Ende eines Peplids abspallbar isi, 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl das Dipeptid ein Xaa-Pro-Dipeptid ist, wobei Xaa fur 

die aminoierminale Aminosaure des vollsiandigen Prohormon-Peptids slehl. 20 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Besiimmung als Immunoas- 
say Oder Prazipitalionsassay durchfuhn und auf Sepsis oder sepsisahnliche schwere Infeklionen schlieBl, wenn die 
Konzenu-alion des besiimmien Peplid-Prohormons signifikant iiber den Wenen liegl, die bei gesunden Normalper- 
sonen beobachtel werden konnen. 

6. Verfahren zur differenlialdiagnostischen Friiherkennung, zur Erkennung des Schwcrcgrads und zur therapiebe- 25 
gleiienden Verlaufsbeurieilung von Sepsis und sepsisahnlichen systemischen Infeklionen, dadurch gekennzeichnet, 
daB man in einer senim- oder Plasmaprobe eines Patienien den Gehah an Dipeptidyl-Peplidase IV (DP IV; Dipep- 
tidyl-Aminopepiidase rV; DAP IV Oder CD 26) bcstimmt und aufgnmd einer gegenUber gesunden Normalpersonen 
signifikant emiediigien Konzenu^lion das Vorliegen einer Sepsis oder sepsisahnlichen systemischen Infeklion dia- 
gnostiziert. 

7. Geniechnologisch hergestellles Procalcilonin 3-116. 

8. Verfahren zur gentechnologischen Hersiellung von Procalcilonin 3-116, bei dem man eine fur die 114 Amino- 
sSuren des Procalcitonins 3-116 codierende cDNA-Sequenz in einen geeignelen Vektor inserierl, mil dem gebilde- 
len Vektor geeignete Winszellen transformiert, so daB diese Procalcilonin 3-116 exprimieren, dafl man die Wirls- 
zellen aufarbeiiel und eine das exprimierte Procalcilonin 3-1 1 6 enthaltende Fraktion isoliert und daraus durch chro- 35 
maiographische Reinigung das geniechnologisch heigestellle Procalcilonin 3-116 in wenigstens 90%iger Reinheil 
gewinnl. 

9. Verwendung von rekombinani hergesielliem Procalcilonin 3-1 1 6 als Kalibralor in Procalcitomn-Assays oder zur 
Hersiellung von Therapeutika zur Vorbeugung und Behandlung von Sepsis und sepsisahnlichen systemischen In- 
feklionen. ... ^ 

10. Verfahren zur Messung von Procalcilonin 3-116 als indikationsunabhangiger Diagnostikparameier. 
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